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RESUMO 
 
Os resultados dos vários estudos epidemiológicos indiciam 
um papel determinante da alimentação no risco de cancro da 
mama. Os alimentos e os nutrientes, assim como as suas técnicas 
de processamento e confecção culinária podem ter um papel 
protector ou pejorativo na carcinogénese, incluindo no que diz 
respeito à glândula mamária.  
A complexidade da alimentação humana e a crescente 
necessidade de identificar alimentos e nutrientes envolvidos assim 
como estudar os mecanismos através dos quais essa influência é 
exercida despoletou a realização de estudos em animais de 
laboratório. Tendo sido as condições experimentais plenamente 
estabelecidas e validadas, este tipo de estudos permite investigar 
o papel de alimentos e/ou nutrientes isoladamente ou combinados 
na carcinogénese mamária, em grande parte dos casos 
quimicamente induzida com carcinogénios específicos e de efeitos 
conhecidos.   
O presente trabalho pretende dar continuidade a um projecto 
de investigação sobre o papel da alimentação do tipo 
mediterrânico na carcinogénese mamária. No mesmo projecto 
foram utilizados ratos fêmea da estirpe Sprague-Dawley a que foi 
administrado o carcinogénio 7,12 dimetilbenzantranceno nos 
animais dos grupos de estudo. Este trabalho teve a duração de 
150 dias tendo todos os animais sobrevivente sido sujeitos ao 
 11 
 
processo de necrópsia para observação do hábito interno e 
externo, incluindo os tumores mamários e extra-mamários 
encontrados em cada animal.  
Realizado o estudo experimental propriamente dito, 
pretendeu-se complementar os dados da observação macroscópica 
dos tumores mamários com parâmetros histológicos que pudessem 
ser indicadores da sua malignidade. Para o efeito, foram 
comparados os principais parâmetros histopatológicos dos tumores 
provenientes do grupo que apenas recebeu a ração padrão com os 
do grupo suplementado com azeite e ainda com os animais do 
grupo que receberam uma refeição do tipo mediterrânico. 
Conferiram-se também os resultados provenientes do grupo que 
foi poupado da administração do carcinogénio e que apenas 
recebeu a ração padrão, não tendo sido tal como se esperava, 
encontrados quaisquer tumores.  
Os resultados deste estudo histopatológico vieram confirmar 
o possível benefício do consumo de azeite na carcinogénese 
mamária. Os tumores provenientes dos animais que receberam 
esta gordura alimentar como suplemento apresentavam diferenças 
significativas no que diz respeito aos três principais indicadores 
histológicos de malignidade tumoral – extensão das áreas sólidas, 
pleomorfismo nuclear e contagem mitótica.  
No que diz respeito ao grupo suplementado com a refeição 
do tipo mediterrânico, os resultados deste estudo não foram tão 
evidentes quanto se esperava. Nos tumores deste grupo destacou-
se sobretudo o elevado pleomorfismo nuclear mas ainda assim, os 
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tumores encontrados apresentaram alguns indicadores positivos 
como a baixa contagem mitótica e baixa extensão de áreas sólidas.  
Tendo em conta os resultados deste e do trabalho anterior, 
considera-se relevante a continuidade dos trabalhos experimentais 
com disciplinas complementares como a histopatologia, com o 
objectivo de avaliar possíveis marcadores e indicadores da 
malignidade tumoral que possam ter expressão semelhante no ser 
humano e podendo estar relacionados com o prognóstico clínico.  
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ABSTRACT 
 
Epidemiologic data reveal na important role of food and 
nutrition in breast cancer risk. Foods and nutrients, as well as 
processing and cooking techniques can have a protective or 
pejorative in carcinogenesis process, also in the mammary gland.  
The human nutrition complexity and the growing need to 
identify foods and nutrients involved and also the mechanisms 
through which they exert their effect motivated experimental 
studies using laboratory animals. Because the experimental 
conditions are fully established and had been previously validated, 
in this type of studies it is possible to investigate the role of foods 
and nutrients, isolated or combined, on mammary gland 
carcinogenesis chemically induced with specific and well known 
carcinogens.  
 The present work pretends to continue a previous investigation 
project about the role of Mediterranean diet type in mammary 
carcinogenesis. In that project, female Sprague-Dawley rats were 
used and submitted to 7,12 dimetilbenzantrancene administration. 
Necropsy procedure was conducted in all the surviving animals 
after 150 days. The internal and external compartments were 
examined and all mammary or extra-mammary tumors were 
removed for further analysis. 
 Considering biologic materials and results from the previous 
work, the next purpose was to combine macroscopic observation 
data with histologic parameters that could serve as malignancy 
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indicators.  With this purpose we considered animals from four 
relevant groups, from which only one was saved from carcinogen 
administration. The four groups received standard food; however 
in two of them it was added a specific supplement in study. One 
was supplemented with olive oil and the other with a 
Mediterranean diet type meal.  
 As expected, the group saved from carcinogen administration 
did not have any tumors in the end of the study. The results from 
the present work confirmed the previous possibility of a protective 
role from the consumption of olive oil. Significant differences were 
found between the neoplastic lesions from this group and the 
tumors from the group that only received the standard food and 
the carcinogen in what concerns to the three main histologic 
parameters considered as indicators of tumoral malignancy – solid 
areas extension, nuclear pleomorphism and mitotic count.  
 The results from the group supplemented with the 
Mediterranean diet type meal were not so evident and clear. This 
group tumors had a higher nuclear pleomorphism despite of lower 
solid areas extension and low mitotic counts.  
 Considering the results from both work projects, it is important 
to note that as seen complementary techniques like histopathology 
can add an important help on the evaluation of possible hallmarks 
and indicators of tumor malignancy that can have similar 
expression in humans and that can be associated with clinical 
prognosis  
  
 
1. INTRODUÇÃO 
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1.1. A influência da alimentação e da nutrição no cancro da 
mama  
 
A etiologia do cancro da mama, à semelhança de outras 
formas de doença oncológica maligna, é complexa e multifactorial. 
São vários os factores de risco já identificados, tais como de 
natureza genética, epigenética, ambiental, alimentar e 
comportamental, entre outros 1-5.  
Os mecanismos inerentes ao desenvolvimento e progressão 
do cancro da mama não estão até à data totalmente 
fundamentados. Considera-se no entanto que no processo de 
carcinogénese, à semelhança das outras formas de cancro, a etapa 
da iniciação se caracteriza pelo desenvolvimento de um 
comportamento maligno da célula, que pode ser desencadeado de 
diversas maneiras tais como a alteração da função genética 6-7, 
modificações ao nível dos mecanismos cruciais do ciclo celular 6, 
hábitos e estilos de vida menos salutares, sabendo-se também que 
determinadas condições ambientais podem constituir importantes 
fontes de dano conduzindo ao aparecimento de células anormais.  
Vários têm sido os estudos que têm como objectivo 
determinar quais os factores que podem desencadear o cancro da 
mama, uma vez que a elevada mortalidade, o impacto 
socioeconómico, a qualidade de vida entre outras consequências 
são significativamente afectados por esta doença (Figura 1).  
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Figura 1 - Factores que podem influenciar a carcinogénese mamária 
(Cabrita e Pereira, 2010). 
 
Uma extensa revisão bibliográfica efectuada em 1981 por 
Doll and Peto mostrou que a alimentação contribui para cerca de 
35% do total de casos de cancro 8 (Figura 2). 
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Erros alimentares 35% 
Tabaco 30% 
Ambiente profissional 4% 
Álcool 3% 
Poluição e ambiente 2% 
 
Figura 2 - Factores de risco de cancro (Doll and Peto, 1981). 
  
 A alimentação, ou melhor dizendo, aquilo que cada indivíduo 
ingere está intimamente associado ao seu estado hígido. Sabendo-
se que existem vários factores naturais ou artificiais, provocados 
ou provenientes de alterações a outros níveis que influenciam o 
estado hígido, entre eles encontram-se os factores sociais ou 
socioeconómicos, ambientais ou ecológicos, emocionais ou 
psicológicos, genéticos ou epigenéticos que interligados à 
segurança e qualidade dos alimentos exercem funções 
determinantes influenciadoras da qualidade de vida (Figura 3).  
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Figura 3 - Factores que interferem no estado hígido e na alimentação 
de cada indivíduo (Cabrita e Pereira, 2010). 
 
A evolução do homem tem sido notória ao longo dos tempos 
mas, apesar desta certeza, o perfil genético não tem acompanhado 
esta evolução9 e consequentemente existem ainda outras 
condicionantes que influenciam a qualidade de vida, tais como, o 
estilo e hábitos de vida onde se incluem as seguintes variáveis: 
sedentarismo ou realização de actividade física excessiva 
(vigorexia), ingestão alimentar excessiva que conduz ao excesso 
de peso ou até mesmo à obesidade (Figura 4) ou um consumo 
alimentar insuficiente que leva à anorexia e à desnutrição 
alimentar e ainda uma ingestão alimentar monótona ou bizarra 
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que é responsável pela possibilidade de inúmeras carências 
alimentares em diversos nutrientes. Todos estes fenómenos 
alimentares constituem factores de risco de diversas patologias, 
entre elas, o cancro da mama 10-12.     
Neste trabalho pretende-se enfatizar a importância da 
alimentação/nutrição e a sua influência ao longo das etapas da 
carcinogénese mamária.  
 
 
 
1.1.1. Influência dos alimentos/nutrientes no cancro da 
mama 
 
Os estudos epidemiológicos conduzidos até ao momento 
actual permitiram identificar os alimentos e/ou grupos de 
alimentos mais frequentemente associados com o aumento ou 
diminuição do risco da doença.  
O elevado consumo de bebidas alcoólicas 13-17, de alimentos 
ricos em açúcar como doces e sobremesas 18-19, carnes vermelhas 
20-22, leite e derivados completos 23-24 está associado ao aumento 
do risco de cancro. Pelo contrário, a ingestão suficiente de frutos e 
vegetais 25-28, leguminosas 29, peixes de água fria 30-32, azeite 33-37 
e de chá 38-41 parece ter o efeito inverso.  
No entanto, estas associações merecem sempre alguma 
controvérsia, na medida em que os resultados não são 
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consistentes e a significância estatística nem sempre é 
suficientemente forte, além de, não estarem totalmente 
fundamentados os mecanismos que justifiquem esta influência 15, 
42-43. A complexidade e diversidade dos hábitos alimentares podem 
pôr em causa a aplicabilidade das conclusões destes estudos. 
Outra situação que pode dificultar a sua aplicabilidade é o facto de 
a maior parte destes estudos considerarem apenas a ingestão 
isolada de alimentos e/ou nutrientes e não considerarem as 
interacções que podem ocorrer entre alimentos e com o organismo 
quando se juntam alimentos e se utilizam diferentes técnicas 
culinárias ou de processamento na sua preparação 43. Destaque-se 
ainda a possível alteração da estrutura, disponibilidade e acção dos 
vários constituintes dos alimentos depois de ingeridos, devido às 
interligações entre si sofridas ao longo do aparelho digestivo 44. 
Como factores externos está comprovado que o clima, o tipo 
de solo, as condições atmosféricas, entre outros parâmetros, 
podem fazer variar a composição nutricional dos alimentos, 
diferentes concentrações em macro e micronutrientes, anti-
nutrientes, compostos bioactivos como os fitoquímicos poderão ser 
alguns dos exemplos a considerar 45-46.  
Outro aspecto a considerar nos estudos efectuados que 
necessita de ser bem fundamentado e estruturado é o facto de 
nem sempre ser possível estabelecer uma associação dose – 
efeito, isto é, para considerar que determinado alimento ou 
conjunto de alimentos exerce uma acção benéfica ou pejorativa no 
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organismo é indispensável comprovar a qualidade do alimento e 
em que quantidade deve ser ingerido para causar o efeito 
pretendido, o que apenas poderá ser feito, utilizando indicadores 
bioquímicos. Algumas acções, dose – efeito, são facilmente 
determinadas quando para estas medições se utilizam indicadores 
como o colesterol, os triglicéridos, a glicemia mas o que 
teoricamente parece consensual, na prática torna-se de difícil 
experimentação e verificação em humanos por razões de ética 
profissional.  
Sabe-se ainda que poderão existir interacções entre 
nutrientes provenientes de um ou vários alimentos que exerçam 
uma influência sinérgica ou antagónica 47.  
Todos estes aspectos parecem determinantes critérios de 
influência de alguns alimentos e grupos de alimentos 
anteriormente referidos com o risco de cancro da mama, pelo que 
no âmbito do presente estudo, merece especial atenção o 
esclarecimento da influência do balanço energético e da gordura, o 
potencial efeito protector dos hortofrutícolas frescos e das 
possíveis alterações devidas ao processamento e das técnicas de 
confecção dos alimentos.  
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1.1.1.1. A influência do balanço energético  
 
A existência de um excesso calórico pode ser favorável à 
génese de uma neoplasia maligna na medida em que facilita e 
promove a proliferação celular 48. O défice calórico poderá também 
constituir um factor de risco tal como se verificou de forma clara e 
significativa, tanto em casos de anorexia nervosa 49-50 como em 
populações sujeitas a longos períodos de fome ocorridos, por 
exemplo, em situações de guerra 51. Estes resultados podem 
justificar-se pela possibilidade de uma adaptação do organismo 
quando a ingestão alimentar normaliza 51. 
A obesidade, intrinsecamente relacionada com o excesso 
calórico, tem um forte impacto metabólico e hormonal igualmente 
propício à neoplasia maligna mamária 52. A este respeito, parece 
haver um aumento do risco na mulher depois da menopausa 53-56. 
Importa igualmente destacar a influência da distribuição da 
gordura corporal, sendo que a distribuição considerada do tipo 
andróide (na zona abdominal) constitui um factor de risco já 
comprovado por vários estudos e em várias patologias de onde se 
destaca o cancro da mama 10, 54, 57-58.  
Na origem da obesidade e de todas as consequências a ela 
relacionadas está geralmente um excessivo consumo alimentar. Os 
alimentos que mais se relacionam com a neoplasia da mama, 
actuando como factores de risco, são: o aumento do consumo de 
açúcar, de produtos açucarados, de produtos ricos em gordura 
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sobretudo saturada, e de bebidas alcoólicas. O processamento dos 
produtos alimentares influencia a digestão e absorção, uma vez 
que alimentos ricos em hidratos de carbono muito refinados e 
pobres em fibra, cuja velocidade de absorção é muito rápida, 
poderão também estar associados ao aumento do risco de cancro 
da mama 59-62. Entre os factores que podem influenciar a 
diminuição ou aumento da absorção e como tal influenciar a 
composição corporal de cada indivíduo estão o índice glicémico e a 
carga glicémica 63-64. 
  
 
 
1.1.1.2. Os ácidos gordos do azeite 
 
O papel do consumo de gordura, no risco de cancro da mama, é 
particularmente controverso, na medida em que um consumo 
excessivo deste macronutriente está associado ao aumento do 
risco da doença 65, mas vários estudos epidemiológicos e 
experimentais evidenciaram um efeito protector de determinados 
ácidos gordos, nomeadamente os polinsaturados da família ómega 
3 66-67 e o ácido oleico 68.  
De facto, o consumo de azeite parece estar associado não só à 
diminuição do risco da doença cardiovascular mas também do 
cancro, sendo uma fonte privilegiada de ácido oleico (anti-
inflamatório, anti-aterogénico, entre outras propriedades), mas 
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também de vitamina E e de compostos fenólicos que exercem uma 
importante acção antioxidante 68-73.   
O efeito benéfico evidenciado no consumo de azeite e de peixes 
de águas frias pode dever-se aos ácidos gordos presentes nestes 
alimentos, o ácido oleico e ácidos gordos polinsaturados da família 
ómega 3 dos quais os mais importantes são os ácidos gordos 
eicosapentanóico (EPA) e docosahexanóico (DHA), 
respectivamente.  
O azeite, é a gordura alimentar tradicional dos países 
mediterrânicos 74, bem como o consumo de pescado conhecido 
como “azul” no qual se incluem: a sardinha, o carapau, a cavala, a 
sarda entre outros peixes de água fria, fontes privilegiadas de DHA 
e EPA, cuja acção protectora e preventiva de várias doenças está 
comprovada 75, bem como a possibilidade de conferir um efeito 
protector na carcinogénese 32, 66, 76-77.   
 
 
 
1.1.1.3. O efeito protector dos frutos e vegetais 
 
Reconhece-se a importância de uma alimentação rica em 
frutos e vegetais na prevenção de várias doenças e na promoção 
da saúde. A sua riqueza em fibra, vitaminas, minerais e 
fitoquímicos, todos potenciais anti-carcinogénicos 78-79, permite 
atribuir-lhes um papel protector no cancro da mama.  
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Na composição deste grupo de alimentos destaca-se o 
benefício da ingestão de determinados compostos tais como: fibra 
15, 26-27, 80, carotenóides 81-82; folatos 83; compostos 
organosulfurados como os isotiocianatos 84 e os indóis 85, 
presentes nas crucíferas 86-87; vitamina C 88 e polifenóis 89 de onde 
se destacam: a quercetina 90, o resveratrol 91 e as catequinas 40, 92. 
Tal como acima referido no ponto 1.1., associar doses de 
alimentos e/ou nutrientes e obter como consequência 
determinados efeitos é muito controverso, como está comprovado 
pelos diversos estudos cujos resultados são inconsistentes 15. Os 
motivos que podem pôr em causa estes efeitos quer benéficos 
quer prejudiciais são: a elevada variação da composição 
nutricional consoante a sazonalidade, a origem, o solo e até a sua 
forma de produção, além da enorme variedade de ecótipos de cada 
um dos alimentos incluídos nestes grupos alimentares. 
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1.1.2. As modificações decorrentes do processamento 
tecnológico dos alimentos 
 
O processamento tecnológico dos alimentos veio melhorar a 
qualidade organoléptica, facilitar a conservação e introduzir uma 
maior variedade de escolha na alimentação humana 93-94. No 
entanto, é essencial saber fazer as escolhas alimentares acertadas 
para cada indivíduo uma vez que existem métodos de 
processamento, armazenagem, confecção entre outros, de 
alimentos que podem influenciar significativamente, o efeito 
fisiológico dos alimentos em causa e dos seus constituintes, 
permitindo a ingestão de substâncias com capacidade 
carcinogénica.  
A confecção culinária parece ser um dos factores que mais 
pode afectar a digestibilidade e absorção dos alimentos. Um dos 
exemplos mais notórios é o exercido no teor e na qualidade da 
fibra alimentar, uma vez que a cozedura de vegetais parece 
aumentar o teor de fibra solúvel e diminuir o de fibra insolúvel 95. 
Estas diferenças podem influenciar o efeito fisiológico destes 
alimentos no risco de cancro devido ao distinto efeito dos dois 
tipos de fibra 96. Por um lado, a fibra solúvel atrasa o 
esvaziamento gástrico e o tempo total de digestão melhorando o 
controlo dos níveis de glicemia 97 mas possivelmente aumenta o 
tempo de exposição aos carcinogénios, um efeito oposto ao da 
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fibra insolúvel que acelera o trânsito intestinal e parece também 
ter um efeito protector pelo seu efeito no controlo do peso 96, 98.  
Embora o aquecimento possa promover a perda de vitaminas 
hidrossolúveis e termolábeis como a vitamina C 99, este parece 
aumentar a biodisponibilidade de outros compostos, tal como do 
licopeno (carotenóide de cor vermelha presente em grande 
quantidade no tomate), pois este só exerce a sua acção como 
antioxidante quando é activado pelo calor 100-101. O aquecimento 
parece também promover a retenção de folato 102, um dado 
importante na medida em que a sua ingestão parece estar 
inversamente relacionada com o risco de cancro da mama 103-104.   
Por outro lado, sabe-se que as técnicas de confecção podem 
ser um veículo de carcinogénios, sendo os mais frequentes na 
alimentação as aminas heterocíclicas e os hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos 105. Verificou-se que o consumo de carne 
muito cozinhada a temperaturas elevadas, por fritura profunda ou 
quando grelhada, parece estar associado a um aumento do risco 
de cancro da mama 106-108. Estas condições são propícias à 
formação das aminas heterocíclicas 109, e de hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos abundantes nas superfícies carbonizadas do 
alimento 110. É igualmente importante ter em conta que, na fritura 
profunda os óleos são aquecidos a temperaturas entre os 240-
270ºC, promovendo assim a formação de compostos mutagénicos 
como por exemplo a acroleína, o benzeno, o formaldeído e o 1,3-
butadieno 111.    
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Actualmente, alguns alimentos largamente consumidos são 
sujeitos a técnicas de preservação e outras tecnologias para 
melhoria da sua cor e sabor, nomeadamente através de técnicas 
como o fumeiro e a fermentação. Entre os aditivos utilizados para 
conservação e melhoria do sabor destaca-se o nitrato de sódio que 
pode ser convertido em nitrito por acção bacteriana durante a 
armazenagem ou já depois de ingerido graças à flora da cavidade 
oral. Em meio ácido, o nitrito tende a reagir com as aminas 
presentes no alimento produzindo-se compostos N-nitroso como as 
nitrosaminas. Nos processos de secagem, os óxidos de nitrogénio 
produzidos pela combustão do ar, a que é exposto o alimento 
actuam como compostos nitrosantes e reagem com as aminas do 
alimento, levando igualmente à produção de nitrosaminas112. Estes 
mecanismos estão descritos na Figura 5. 
As concentrações mais elevadas destes potentes agentes 
cancerígenos podem ser encontradas em produtos de carne ou 
peixe curados, assim como em alimentos sujeitos a processos de 
secagem, salga ou armazenados em ambientes húmidos. Jakszyn 
et al. conduziram um estudo de avaliação do consumo de fontes de 
nitritos e nitrosaminas em Espanha, para tal analisaram o teor de 
n-nitrosodimetilamina em diversos alimentos, tendo verificado 
que: as carnes curadas, os produtos de charcutaria (como o bacon 
e as salsichas), o queijo e a cerveja preta eram alguns dos 
principais fornecedores destas substâncias com acção 
carcinogénica 113. Estes resultados coincidem com os dados obtidos 
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por Griesenbeck et al. 114 e com outros previamente descritos 112. 
Alguns destes alimentos eram também importantes fontes de 
nitritos em conjunto com os cereais e hortícolas 113 (Figura 5). Os 
nitratos estão naturalmente presentes em diversas espécies 
vegetais, sendo essencial na sua nutrição e sem qualquer efeito 
tóxico directo. No entanto, podem ser convertidos em nitritos por 
acção bacteriana quando as condições de conservação são 
deficientes ou no próprio processo de amadurecimento, levando à 
produção endógena de nitrosaminas, um processo favorecido em 
meio ácido como acontece no estômago e através da acção da 
flora bacteriana presente na cavidade oral 112. 
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Figura 4 - Formação das nitrosaminas nos alimentos.  
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À luz destes pressupostos, a influência da alimentação e da 
nutrição, no risco de cancro da mama, parece ser uma variável 
complexa, podendo exercer um efeito preventivo ou predisponente 
da génese e desenvolvimento de uma neoplasia maligna. Esta 
influência pode ser determinada através da acção da qualidade 
e/ou da quantidade dos alimentos, tendo em vista o seu valor 
calórico, a sua riqueza em nutrientes e outros constituintes, bem 
como da sua sinergia ou antagonismo e das modificações 
decorrentes da sua confecção ou técnicas de conservação.   
 
 33 
 
1.2. Parâmetros de avaliação histopatológica dos tumores 
mamários do rato e sua relação com o carácter de 
malignidade 
 
A utilização de modelos animais, especificamente os 
pequenos roedores como o rato, veio permitir monitorizar o efeito 
de alimentos, nutrientes, medicamentos e outros factores ao longo 
e no processo da carcinogénese. Nestes estudos as condições 
experimentais estão já devidamente padronizadas e validadas 115-
116, a carcinogénese é induzida por meio de um carcinogénio 
químico como por exemplo o 7,12-dimetilbenzantranceno (DMBA) 
ou a N-metilnitrosureia (NMU).  
Durante o estudo procede-se à monitorização de parâmetros 
como o peso, modificação da alimentação dos animais, 
introduzindo ou retirando alimentos ou até mesmo controlando a 
proporção dos diversos nutrientes a administrar. No decurso do 
estudo é igualmente possível fazer uma avaliação do rendimento 
de indução, podendo assim verificar se a introdução de uma 
modificação dietética teve ou não efeito no número de animais 
afectados e no número de tumores originados.  
A utilização do rato como modelo animal para estudos sobre 
o cancro da mama está validada e é uma prática comum. A 
aparente semelhança da morfologia histopatológica e a 
dependência em comum de factores hormonais justificaram esta 
escolha, sendo hoje plenamente aceites e padronizadas as 
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condições experimentais 116-117. Nestes estudos, é possível 
monitorizar diversas variáveis inerentes ao prognóstico clínico ao 
longo de todo o procedimento experimental, sendo os tumores 
induzidos por meio de um carcinogénio químico. Terminado o 
procedimento, os materiais biológicos recolhidos no procedimento 
de necrópsia podem ser alvo de estudos posteriores, como a 
avaliação histológica, que complementa os dados da observação 
macroscópica das neoplasias mamárias. Nesse sentido, no 
presente capítulo apresentam-se os critérios considerados 
relevantes na associação entre os aspectos morfológicos e a 
malignidade das lesões. 
A malignidade dos tumores pode ser determinada através da 
observação macroscópica dos mesmos, do estudo histopatológico e 
da análise do seu comportamento biológico. Numa revisão sobre a 
histologia dos tumores mamários do rato, Russo e Russo 
constataram que os carcinomas têm geralmente uma textura 
suave e carnuda, sendo bastante vascularizados e com áreas 
hemorrágicas e necróticas. Pelo contrário, os fibroadenomas têm 
uma textura elástica e firme, uma cor clara, sem indícios de 
hemorragia ou necrose. Na observação histológica, um dos 
critérios de malignidade, de maior destaque, é a perda da normal 
arquitectura da glândula mamária formando-se papilas ou algum 
polimorfismo estrutural. São também comuns alterações 
citológicas características como o aumento do tamanho celular e 
sobretudo nuclear, com um nucléolo proeminente, evidenciam-se 
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algumas mitoses e se ocorre invasão dos tecidos adjacentes, 
determina-se o seu carácter invasivo 118.  
O carácter histopatológico das neoplasias mamárias pode ser 
avaliado de acordo com critérios previamente validados como os 
presentes na escala de Scarff-Bloom Richardson. Neste método, 
consideram-se como parâmetros de avaliação a extensão das 
áreas sólidas do tumor, o pleomorfismo nuclear e o número de 
mitoses conforme será descrito na Metodologia da presente 
dissertação. Elston e Ellis estabeleceram uma possível relação 
entre o grau histológico e o nível de diferenciação dos tumores, 
sendo utilizados os mesmos critérios no rato ou no humano e 
podendo ser uma valiosa ferramenta na avaliação do prognóstico 
clínico 119.  
No que diz respeito ao comportamento biológico, merece 
especial relevo a capacidade de metastização do tumor em órgãos 
distantes, tais como nos nódulos linfáticos ou nos pulmões.  
No entanto segundo Russo and Russo a existência de 
metástases experimentais de carcinogénese quimicamente 
induzida é apenas relatada por poucos investigadores 116, 118. Estes 
autores justificam esta aparente falha da capacidade de 
metastização, à curta duração dos estudos pois consideram que 
apenas em estudos prolongados por cerca de 2 a 3 anos, ou seja 
essencialmente toda a vida do animal, é que as metástases se 
tornam evidentes.  
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No entanto saliente-se que o aparecimento de tumores 
extramamários poderá ser um potencial indicador de uma possível 
futura metastização.   
  
2. OBJECTIVOS 
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A influência da alimentação na carcinogénese mamária está 
documentada mas levanta ainda muitas dúvidas sobre os 
mecanismos através dos quais os alimentos e/ou os nutrientes 
exercem o seu efeito protector ou pejorativo.  
A realização de estudos experimentais permite um estudo mais 
alargado não só, a ocorrência de tumores, como sobre o seu 
comportamento biológico e tendo em conta parâmetros que 
possam ser considerados indicadores de diferenciação e de 
malignidade. Nesse sentido, o presente trabalho pretende dar 
continuidade a um projecto experimental sobre a influência da 
Alimentação do tipo Mediterrânico no cancro da mama. Dele 
resultou numa Tese de Doutoramento em Ciências Biomédicas na 
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. 
No trabalho realizado previamente, dos quatro grupos de vinte 
e quatro animais cada, dois grupos receberam além da designada 
“ração padrão”, que corresponde a alimentação aconselhada e 
apropriada para este tipo de roedores, um suplemento alimentar 
específico. Esta suplementação caracterizou-se por azeite virgem 
extra e uma refeição considerada do tipo mediterrânico e 
designada por “sardinhada à portuguesa”. Saliente-se que 
qualquer destes suplementos foi administrado em quantidades cujo 
valor calórico total fosse exactamente igual (341 kcal/ kg de 
“ração padrão”). Para além desta suplementação alimentar foi 
igualmente administrado um carcinogénio químico, neste caso o 
7,12 Dimetilbenzantranceno, aos animais de todos os grupos, com 
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excepção de um dos grupos que por constituir o grupo controlo 
tumoral apenas lhe foi administrada a ração padrão. Os resultados 
obtidos revelaram um possível benefício do consumo de azeite na 
carcinogénese mamária mas não evidenciaram benefícios na 
administração de uma dieta que pretendia mimetizar uma refeição 
considerada como do tipo mediterrâneo.  
No enquadramento exposto, tendo em conta as inconsistências 
previamente encontradas na associação entre alimentos, 
nutrientes e cancro da mama considerou-se relevante proceder ao 
estudo histológico dos tumores mamários encontrados.  
Para o efeito foram objectivos do presente trabalho avaliar os 
principais parâmetros histopatológicos associados à malignidade 
tumoral, nomeadamente: 
- Padrão arquitectónico da lesão neoplásica; 
- Carácter invasivo da lesão neoplásica;  
- Pleomorfismo nuclear da lesão neoplásica; 
- Extensão das áreas sólidas da lesão neoplásica; 
- Contagem das mitoses da lesão neoplásica;  
Os três últimos correspondem aos critérios de avaliação do grau 
histológico, previamente associado com o prognóstico clínico em 
vários estudos epidemiológicos.  
Estes dados irão permitir complementar os resultados obtidos 
no trabalho anterior. Neste sentido, os resultados do presente 
trabalho poderão trazer valiosas informações sobre o possível 
efeito protector do consumo de azeite na carcinogénese mamária. 
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Pretende-se também aprofundar o estudo das lesões neoplásicas 
dos animais suplementados com a refeição do tipo mediterrânico 
nomeadamente no que diz respeito aos indicadores de malignidade 
anteriormente referidos, no sentido de esclarecer se este tipo de 
regime exerceu algum benefício na carcinogénese mamária. Uma 
vez que apesar da alimentação do tipo mediterrânico ser 
considerada preventiva de uma série de doenças e estar associada 
a uma melhoria da qualidade de vida, são poucos os estudos 
experimentais em animais, desenhados de forma a analisar qual o 
efeito único de uma mistura de alimentos, pois na sua grande 
maioria são testados alimentos de forma isolada ou até mesmo 
nutrientes.  
 
  
3. MATERIAL E MÉTODOS  
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O presente trabalho foi realizado no Instituto de Patologia 
Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de 
Coimbra e no Instituto Superior de Ciências da Saúde Egas Moniz e 
vem no seguimento de um trabalho experimental anteriormente 
realizado no âmbito de um Doutoramento em Ciências Biomédicas 
efectuado na Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, 
que foi autorizado pela Comissão de Ética competente tal como 
previsto pela na alínea b) do nº 49 da Portaria nº 1005/92 de 23 
de Outubro e seguiu todas as normas vigentes de bem-estar 
animal. Os aspectos relevantes da metodologia do estudo 
experimental que deu origem ao trabalho serão sumariamente 
descritos no ponto 3.1. nomeadamente no que se refere às 
condições de manutenção dos animais, às suas características, à 
administração do carcinogénio e ao processo de necrópsia. 
 
3.1. Metodologia do estudo experimental 
 
Do projecto inicial consideraram-se quatro grupos de 24 
ratos fêmea da estirpe Sprague-Dawley provenientes dos 
Laboratórios Charles River (Barcelona). Todos receberam a ração 
padrão (“Panalab” tipo AO4) estando a sua composição nutricional 
descrita na Tabela 2, e água ad libitum. Os Grupos C e D 
receberam, além da ração padrão, um suplemento de azeite 
(50ml/Kg de ração padrão) e de uma refeição característica da 
alimentação do tipo mediterrânico denominada por “Sardinhada à 
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portuguesa”, respectivamente. A referida refeição foi constituída 
por batata cozida, 32 g de sardinha assada, 4,3 g de tomate, 3,5g 
de pimento e 0,196 g de cebola 120.  
A carcinogénese mamária foi induzida quimicamente através 
de uma sonda gástrica com 20mg de 7,12 Di-metilbenzantranceno 
dissolvidos em 1ml de azeite. Somente os animais do Grupo A 
foram poupados desta administração, este procedimento foi 
realizado quando os ratos tinham aproximadamente 50 dias de 
idade.  
Durante os 150 dias de duração do estudo, os animais foram 
pesados quinzenalmente tendo a primeira pesagem sido feita no 
dia de administração do carcinogénio e a última no momento do 
sacrifício. Esta metodologia está sumariamente esquematizada na 
Figura 5. 
Todos os animais sacrificados foram submetidos a um 
processo de necrópsia com o objectivo de observar o hábito 
externo e interno. A esse respeito, merece especial referência a 
contagem dos tumores por animal, distinguindo-se os de 
localização mamária e extra-mamária, assim como a medição do 
seu volume com base nos três diâmetros ortogonais. Foram 
igualmente descritos aspectos relevantes da sua morfologia 
macroscópica nomeadamente a tonalidade, consistência, superfície 
externa e de secção. Seguiu-se a colheita de fragmentos para 
observação em macroscopia óptica convencional e a avaliação das 
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características histopatológicas, o que constitui o âmbito do 
presente trabalho.   
 
 
 
Grupo 
Ração 
Standard 
Carcinógenio 
(DMBA) 
Suplemento 
alimentar 
Total 
energético 
(kcal/100g) 
A + - - 300 
B + + - 300 
C + + Azeite 341 
D + + 
Sardinhada à 
Portuguesa 
341 
Tabela 1 - Grupos de animais e respectivos suplementos adicionados à 
ração padrão.  
 45 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 5 – Esquema da metodologia utilizada no trabalho experimental 
anterior. 
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Valores por 100g de ração 
Valor energético 300Kcal Minerais  
Fósforo (0,59 mg), cálcio (0,83 
mg), potássio (0,670 mg), sódio 
(0,19 mg), magnésio (0,2 mg), 
manganésio (9 mg), ferro (24 
mg), cobre (3 mg), zinco (9,5 
mg), iodo (0,03 mg) e cobalto 
(0,15 mg). 
 
Vitaminas  
Vitamina A (0,075 UI), vitamina 
D3 (0,015 UI), vitamina B1 (0,07 
mg), vitamina B2 (0,65 mg), ácido 
pantoténico (0,165 mg), vitamina 
B6 (0,02 mg), vitamina B12 
(0,0002 mg), vitamina E (0,3 
mg), vitamina K3 (0,025 mg), 
vitamina PP (0,75 mg), ácido 
fólico (0,0,5 mg), biotina (0,0004 
mg), colina (0,016 mg). 
Gordura bruta 2,7g 
Fibra bruta 3,7g 
Glúcidos 58,5g 
Proteína bruta 15,5g 
 
Tabela 2 - Composição nutricional da ração padrão Panalab AO4 
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3.2. Estudo histopatológico das neoplasias mamárias  
 
Os fragmentos retirados dos tumores mamários foram 
fixados em formaldeído neutro tamponado, processados e incluídos 
em parafina tendo depois sido cortados com um micrótomo 
rotativo, estendidos numa lâmina e corados com Hematoxilina-
Eosina.  
No âmbito dos objectivos propostos, foram avaliados os 
seguintes parâmetros na observação histológica com microscópio 
de luz:  
− Classificação do tipo de lesão, nomeadamente benigna, 
maligna; in situ ou invasiva; 
− Padrão arquitectural;  
− Grau histológico com base na Classificação Scarff-Bloom 
Richardson e Elston & Ellis. 
 
O carácter invasivo foi avaliado tendo em conta a presença 
de um crescimento anormal de células epiteliais no tecido 
conjuntivo e outros tecidos adjacentes, verificando-se geralmente 
a ausência da membrana basal. No que diz respeito à malignidade, 
conforme foi descrito no Capítulo II, a perda da estrutura 
característica alveólo-tubular é um dos critérios na sua avaliação.  
Os tumores mamários induzidos com DMBA apresentam mais 
frequentemente um padrão arquitectural do tipo papilar, podendo 
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apresentar também áreas cribiformes e com menor frequência 
surgem os comedocarcinomas. Foi por isso contabilizada a 
proporção de cada uma das estruturas observadas.  
Finalmente, o carácter histológico foi avaliado de acordo com 
o método descrito por Elston and Ellis 119, tendo em conta a 
formação tubular ou extensão de áreas sólidas; o pleomorfismo 
nuclear e o número de mitoses (Tabela 3).  
No que diz respeito à formação tubular, inversamente 
relacionada com a extensão das áreas sólidas, procedeu-se à 
contagem de dez unidades epiteliais distinguindo-se quantas 
tinham um aspecto glandular. Este critério foi avaliado com uma 
ampliação de 100x. Este parâmetro é designado por pattern grade. 
Na avaliação do pleomorfismo nuclear, ou nuclear grade, foi 
tida em conta a dimensão, a forma e se era possível observar o 
nucléolo. A diferença era mais ténue entre o grau II e grau III 
tendo sido aplicado o critério de aparência vesicular ou nucléolo 
proeminente.  
Finalmente, para a contagem de mitoses foi necessária uma 
ampliação de 400x. Mediu-se o tamanho do campo do microscópio 
e foram procuradas mitoses num espaço de 10 campos de elevada 
ampliação na periferia neoplasia. Consideramos que esta avaliação 
é o parâmetro com maior margem de erro dada a dificuldade em 
distinguir as mitoses de outros artefactos, sendo importante 
aplicar sempre o mesmo critério. Segundo Elston & Ellis 119, o 
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núcleo deve evidenciar uma morfologia característica de qualquer 
uma das fases do seu ciclo.  
A análise estatística dos resultados obtidos no presente trabalho 
foi feita no software SPSS versão 17. Procedeu-se aos testes à 
normalidade da distribuição das diversas variáveis, considerando 
como hipótese nula terem uma distribuição normal, a significância 
foi inferior a 0,05 para todas as variáveis consideradas pelo que foi 
necessário utilizar testes não paramétricos.  
Tendo em conta os objectivos do presente trabalho, 
compararam-se os dados do Grupo B separadamente com os dos 
Grupos C e D, pelo que o teste utilizado foi o de Mann-Whitney 
para 2 amostras independentes e utilizando o módulo de testes 
exactos no intervalo de confiança de 95%, Na comparação da 
frequência das diversas variáveis relacionando dois parâmetros 
histológicos como o pattern e o nuclear grade, ou pattern grade 
com a contagem mitótica e outras descritas na secção Resultados, 
foi utilizado o teste do qui-quadrado.  
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Tabela 3 - Classificação segundo Scarff-Bloom Richardson 
Critério Nível atribuído 
Formação tubular ou Pattern Grade  
>75% I 
10-75% II 
<10% III 
Pleomorfismo nuclear ou Nuclear Grade  
Núcleos pequenos e com nucléolo pouco 
evidente 
I 
Pleomorfismo moderado, nucléolo visível II 
Forma vesicular ou muito alterada com 
nucléolo proeminente 
III 
Contagem de mitoses (nº Mitoses/10 
campos de alta potência) 
 
≤ 3 I 
4 a 6 II 
7 a 9 III 
10 a 19 IV 
≥ 20 V 
  
4. RESULTADOS  
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4.1. Resultados prévios do procedimento experimental  
 
Considerou-se relevante apresentar alguns resultados obtidos 
do trabalho experimental a que pretendemos dar continuidade, 
nomeadamente no que diz respeito ao ganho de peso dos animais, 
ao número e ainda ao tamanho de lesões tumorais encontradas. 
 
4.1.1. Avaliação ponderal dos animais  
 
Verificou-se um aumento do peso em todos os grupos 
(Tabela 4), o com diferenças estatisticamente significativas entre 
grupos (p<0,05). Quando comparados os grupos, os pesos 
diferiam também significativamente entre o Grupo B e o C, assim 
como entre o B e o D, e os dois grupos suplementados (p < 
0,05)119. 
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Valor 
Calórico 
Total 
(Kcal/100g) 
Peso Inicial 
(g) 
Peso Final 
(g) 
Ganho 
ponderal 
p 
I 300 207 ± 12,1 345,9 ± 38,7 67,1 ± 17,8 
p< 
0,05 
II 341 204,9 ± 11,4 320,3 ± 20,8 56,3 ± 12,1 
p< 
0,05 
IV 341 189,7 ± 8,6 324,9 ± 34,9 71,3 ± 17,2 
p< 
0,05 
VII 341 165,8 ± 8,9 322,4 ± 31,8 94,5 ± 19,9 
p< 
0,05 
 
Tabela 4 - Variações ponderais por grupo 
 
 
4.2. Comparação do número e tamanho das neoplasias 
mamárias encontradas nos diferentes grupos. 
 
Não se observaram quaisquer neoplasias mamárias no grupo 
A. O número de tumores diferia significativamente entre o Grupo B 
(33 neoplasias) e cada um dos grupos suplementados em estudo 
conforme se apresenta na Tabela 5 (p < 0,05).  
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Animais 
no final 
do 
estudo 
(n) 
Animais 
no final 
do 
estudo 
sem 
tumor 
(n) 
Lesões 
tumorais 
mamárias 
(n) 
Lesões 
tumorais 
extramamárias 
(n) 
Lesões 
tumorais 
totais 
(n) 
A 22 22 0 0 0 
B 22 6 33 1 34 
C 18 4 53 0 53 
D 18 5 32 5 37 
 
Tabela 5 - Comparação do número de lesões tumorais nos diferentes 
grupos 
 
A maioria dos animais do Grupo B apresentavam 3 a 5 
tumores (40,9%), enquanto 39% dos animais do Grupo C e 44,4% 
do Grupo D possuíam 1-2 tumores (Tabela 6). 
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Grupo 0 
tumores 
1-2 
tumores 
3-5 
tumores 
6-8 
tumores 
≥ 9 
tumores 
A 100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 
B 9,1% 31,8% 40,9% 0,0% 0,0% 
C 22,2% 39,0% 22,2% 5,6% 11,1% 
D 16,7% 44,4% 33,3% 5,6% 0,0% 
 
Tabela 6 - Comparação do número de tumores por animal nos 
diferentes grupos 
 
 
No que diz respeito ao tamanho, este foi avaliado em função 
do volume das neoplasias distinguindo-se as seguintes cinco 
categorias:  
• Tipo A (volume ≤ 0,033 cm3);  
• Tipo B (0,033 cm3 <volume ≤ 0,267 cm3);  
• Tipo C (0,267 cm3 <volume ≤ 0,904 cm3);  
• Tipo D (0,904 cm3 <volume ≤ 2,143 cm3); 
• Tipo E (volume> 2,143 cm3).  
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Conforme se apresenta na Tabela 7, a maioria das neoplasias 
dos Grupos B (39,39%) e D (46,88%) são de grande dimensão 
enquanto no Grupo C, 33,96% têm um volume entre 0,033 cm3 e 
0,267 cm3. A análise estatística evidenciou diferenças estatísticas 
significativas na comparação do padrão com cada um dos grupos 
suplementados, e entre estes quando comparados 
independentemente (p <0,05).  
 
 
 
Grupo 
Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D Tipo E 
A 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 
B 0,00% 15,15% 21,21% 24,24% 39,39% 
C 5,66% 33,96% 28,30% 16,98% 15,09% 
D 9,38% 12,50% 9,38% 21,88% 46,88% 
 
Tabela 7 - Comparação do tamanho das neoplasias encontradas nos 
diferentes grupos 
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4.3. Resultados da histopatologia  
 
Conforme referido anteriormente, não foi encontrada 
nenhuma lesão tumoral nos animais do Grupo A. As neoplasias 
mamárias encontradas nos animais dos restantes grupos eram 
carcinomas invasivos. 
No que diz respeito ao seu padrão arquitectónico, verifica-se 
que a maioria apresentava áreas cribriformes e papilares em 
simultâneo (Tabela 8).  
 
 Grupo 
A 
Grupo 
B 
Grupo C Grupo D 
Papilar 0% 2,63% 32,08% 10,5% 
Cribriforme 0% 36,84% 20,75% 50% 
Papilar e Cribriforme 0% 42,11% 41,51% 39,5% 
Papilar, Cribriforme e 
Comedo 
0% 5,26% 0% 0% 
Papilar e Comedo 0% 2,63% 1,89% 0% 
Cribriforme and Comedo  0% 10,53% 3,77% 0% 
 
Tabela 8 - Padrão arquitectónico das neoplasias mamárias 
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Entre as neoplasias do Grupo B encontrou-se igualmente o 
padrão cribriforme isolado (Figura 6) e alguns comedocarcinomas 
(Figura 7).  
 
Figura 6 – Carcinoma invasivo com padrão arquitectónico cribriforme 
presente na glândula mamária no Grupo B (Coloração Hematoxilina-
Eosina, Ampliação x100). 
 
Conforme foi apresentado na Tabela 8, a vasta maioria das 
neoplasias apresentou extensas áreas cribriformes, isoladamente ou 
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combinadas com áreas papilares. Na Figura 7 evidencia-se a presença 
de extensas áreas sólidas com células epiteliais neoplásicas 
interrompidas por lúmen de formas arredondas ou irregular de várias 
dimensões, características do padrão arquitectónico cribriforme 
invasivo, a foto diz respeito a uma lâmina do Grupo B onde também 
foram encontrados comedocarcinomas, apresenta-se um exemplo na 
Figura 8. Este padrão arquitectónico, tendencialmente de maior 
malignidade pela alteração significativa da arquitectura normal da 
glândula mamária, caracteriza-se pela presença de distensão dos 
ductos lactíferos com várias camadas de células epiteliais e 
geralmente rodeado de indícios necróticos.  
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Figura 7 – Comedocarcinoma da glândula mamária de um rato fêmea 
Sprague-Dawley do Grupo B. (Coloração Hematoxilina-Eosina, Ampliação 
x100).  
 
 
No Grupo C, verificaram-se alguns carcinomas unicamente 
com áreas papilares (Figura 8). Este padrão arquitectónico 
mantém a maioria das características da arquitectura normal da 
glândula mamária e caracteriza-se pela presença de projecções do 
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epitélio, rodeadas por pequenas extensões de tecido conjuntivo 
118.  
 
 
Figura 8 – Carcinoma Papilar da glândula mamária de um rato fêmea 
Sprague-Dawley do Grupo C. (Coloração Hematoxilina-Eosina, Ampliação 
x40).  
 
Importa destacar no Grupo C, o dos animais suplementados 
com azeite, que alguns fragmentos retirados apresentavam ainda a 
arquitectura normal da glândula mamária tendo-se mesmo 
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distinguido ainda um corte proveniente da região do mamilo com 
os seios lactíferos visíveis e destacados (Figura 9). 
 
 
 
Figura 9 – Corte da glândula mamária de um rato do Grupo C 
apresentando ainda características originais, nomeadamente o mamilo e 
os seios lactíferos (Coloração Hematoxilina-Eosina, Ampliação x200).  
 
Um dos principais indicadores de malignidade tumoral é a perda 
da arquitectura normal da glândula mamária. No Grupo C, 
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suplementado com azeite, as neoplasias mamárias apresentaram 
características de melhor diferenciação e consequentemente menor 
malignidade. Não surpreende talvez por isso ter-se encontrado ainda 
algumas estruturas intactas como se apresenta na Figura anterior.  
No Grupo D, os carcinomas papilares tinham uma morfologia 
particularmente distinta (Figura 10) mas cerca de 50% 
apresentavam unicamente o padrão cribriforme (Figura 11).  
 
 
Figura 10 – Carcinoma Papilar da glândula mamária de um rato fêmea 
Sprague-Dawley do Grupo D (Coloração Hematoxilina-Eosina, Ampliação 
 64 
x40). Nesta foto merece especial destaque as inúmeras projecções 
papilares separadas por camadas finas de tecido conjuntivo. 
 
 
Figura 11 – Carcinoma Cribriforme da glândula mamária de um rato 
fêmea Sprague-Dawley do Grupo D (Coloração Hematoxilina-Eosina, 
Ampliação x40). Note-se a baixa extensão de áreas sólidas, ou seja, 
elevada formação tubular distinguindo-se significativamente da Figura 7. 
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No grupo B, 18,42% das neoplasias apresentavam áreas 
necrosadas ainda que pouco extensas e associadas ao padrão 
arquitectónico comedocarcinoma. Das neoplasias do Grupo C, 
apenas 5,66% apresentavam indícios de necrose que não foram 
encontrados em nenhuma neoplasia do Grupo D havendo diferença 
significativa entre os grupos e o grupo padrão (p <0,05). 
A análise histológica revelou diferenças significativas (p < 
0,05) entre o grupo padrão e cada um dos restantes (Tabela 9). As 
neoplasias mamárias do Grupo C apresentavam baixos índices de 
pattern grade, ou seja tinham áreas sólidas pouco extensas, e pouco 
pleomorfismo nuclear.  
 
 
Tabela 9 - Parâmetros histopatológicos das neoplasias mamárias 
 
 
 
Grupo Pattern Grade Nuclear Grade 
I II III I II III 
A 0% 0% 0% 0% 0% 0% 
B 15,8% 52,6% 31,6% 13,2% 81,6% 5,3% 
C 44,91% 42,93% 12,16% 39,62% 60,38% 0% 
D 42,1% 47,4% 10,5% 2,6% 76,3% 21,1% 
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No Grupo D apenas o pattern grade pareceu ter beneficiado 
tendo em conta que 21,1% das neoplasias apresentavam um grau de 
pleomorfismo nuclear intermédio ou mesmo elevado enquanto no 
Grupo B apenas 5,3% estavam nesta categoria ainda que com uma 
elevada contagem mitótica. Podemos distinguir claramente as Figuras 
7 e 11, na primeira proveniente do Grupo B verifica-se uma baixa 
formação tubular enquanto na Figura 11 do Grupo D é clara a menor 
extensão de áreas sólidas logo a maior formação tubular.  
 
O número de mitoses difere significativamente (p <0,05) entre 
os Grupos B e C, assim como o B comparado com o D (p <0,05). Não 
foram encontradas mitoses no Grupo C e mesmo o Grupo D tinha 
menos animais no grau máximo de índice mitótico (2,6% com 20 ou 
mais mitoses quando comparado com o Grupo B onde 15,8% tinham 
esta contagem), de acordo com os dados apresentados na Tabela 10. 
Nas Figuras 13 e 14 encontram-se evidenciadas algumas mitoses 
encontradas nas neoplasias mamárias dos Grupos B e D.  
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Tabela 10 - Contagem de mitoses nas neoplasias mamárias 
 
Relacionando os dois principais parâmetros histopatológicos 
conforme apresentamos na Tabela 11, extensão de áreas sólidas e 
pleomorfismo nuclear, verifica-se que uma parte significativa das 
neoplasias observadas se encontra nos níveis intermédios nos três 
grupos. Por isso não foi encontrada diferença estatística significativa 
(p> 0,05). 
Grupo  
Contagem de Mitoses  
(nº mitoses / 10campos de elevada ampliação) 
≤ 3 4 - 6 7-9 10-19 ≥ 20 
A 0% 0% 0% 0% 0% 
B 26,3% 21,1% 5,3% 31,6% 15,8% 
C 0% 0% 0% 0% 0% 
D 15,8% 34,2% 13,2% 34,2% 2,6% 
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Nuclear Grade 
Group B Grupo C Group D 
Pattern  
Grade 
I II III I II III I II III 
I 10,53% 5,26% 0% 24,3% 20,61% 0% 2.6% 39.5% 0% 
II 2,63% 50% 0% 10,9% 32,03% 0% 0% 34,2% 13,2% 
III 0% 26,32% 5,26% 4,42% 7,74% 0% 0% 2,6% 7,9% 
 
Tabela 11 - Associação entre o Pattern Grade e o Nuclear Grade 
 
A contagem de mitoses tende a ser mais alta quanto maior a 
extensão de áreas sólidas (Tabela 12) e o pleomorfismo nuclear 
(Tabela 13) o que se verifica nos Grupos B e D sem diferença 
estatisticamente significativa (p>0,05). Nestes dois grupos, 2,6% das 
neoplasias tiveram a pontuação máxima nos dois parâmetros mas no 
grupo B 13,2% apresentaram pleomorfismo nuclear intermédio com 
um número elevado de mitoses (Figura 13). 
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Nº Mitoses/10 campos 
de elevada ampliação 
Pattern Grade 
Grupo B Grupo D 
I II III I II III 
0 a 3 10,3% 15,8% 0% 7,9% 5,3% 2,6% 
4 a 6 5,3% 15,8% 0% 18,4% 15,8% 0% 
7 a 9 0% 5,3% 0% 5,3% 5,3% 2,6% 
10 a 19 0% 10,5% 21,1% 10,5% 18,4% 5,3% 
20 ou mais 0% 5,3% 10,5% 0% 2,6% 0% 
 
Tabela 12 - Associação entre o Pattern Grade e a Contagem de mitoses 
 
 
Nº Mitoses/10 campos 
de elevada ampliação 
Nuclear  Grade 
Grupo B Grupo D 
I II III I II III 
0 a 3 13,2% 13,2% 0% 2,6% 10,5% 2,6% 
4 a 6 0% 21,1% 0% 0% 34,2% 0% 
7 a 9 0% 5,3% 0% 0% 10,5% 2,6% 
10 a 19 0% 28,9% 2,6% 0% 21,1% 13,2% 
20 ou mais 0% 13,2% 2,6% 0% 0% 2,6% 
Tabela 13 - Associação entre o Nuclear Grade e a contagem de mitoses 
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Figura 12 – Elevado pleomorfismo nuclear, destacado com setas pretas, 
presente num carcinoma da glândula mamária encontrado no Grupo B. 
Evidenciam-se igualmente algumas mitoses com setas vermelhas 
(Coloração Hematoxilina-Eosina, Ampliação x400).  
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Nas neoplasias mamárias do Grupo B, verificou-se algum 
pleomorfismo nuclear e uma elevada contagem mitótica o que 
podemos observar na Figura 12. Além da dimensão, os núcleos 
pleomórficos distinguem-se pela presença de um nucleólo mais 
proeminente podendo mesmo assumir formas distintas como 
vesiculares. Esta alteração pode dificultar significativamente a 
identificação de mitoses. No Grupo D encontravam-se também 
neoplasias mamárias com um pleomorfismo nuclear acentuado 
conforme se pode ver na Figura 13, no entanto tinham uma 
contagem mitótica inferior.  
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Figura 13 - Elevado pleomorfismo nuclear, destacado com setas pretas, 
presente num carcinoma da glândula mamária encontrado no Grupo D. 
Evidenciam-se igualmente algumas mitoses com setas vermelhas 
(Coloração Hematoxilina-Eosina, Ampliação x400).  
 
 
 
 
 
  
5. DISCUSSÃO 
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A influência da alimentação e da nutrição no processo da 
carcinogénese é plenamente aceite, no entanto não são claros os 
mecanismos envolvidos no seu papel pejorativo e/ou protector 
sendo apenas conhecidos os alimentos, grupos de alimentos e 
nutrientes potencialmente envolvidos na diminuição ou aumento 
do risco desta doença. A alimentação do tipo mediterrânico, 
característica de países como Portugal, Espanha, Itália e Grécia, 
está desde há muito associada à prevenção de várias doenças, 
incluindo o cancro. Este padrão de hábitos alimentares caracteriza-
se por um consumo de alimentos que podem exercer um efeito 
protector na carcinogénese nomeadamente os peixes de águas 
frias, o azeite, os frutos e os vegetais.  
Neste trabalho compararam-se, um grupo de animais de 
laboratório suplementado com azeite e outro grupo suplementado 
com uma refeição do tipo mediterrânico, conforme descrito na 
secção intitulada de “Metodologia”. Estes dois grupos foram 
estatisticamente comparados com um grupo controlo, também 
sujeito à administração do carcinogénio mas recebendo apenas a 
ração padrão, por questões de método foi ainda incluído um grupo 
controlo poupado da indução química a quem foi também 
administrada ração padrão. No trabalho anteriormente efectuado 
que conduziu a uma tese de doutoramento e ao qual se pretendeu 
dar continuidade verificou-se um potencial benefício do azeite e 
um efeito quase nulo da refeição do tipo mediterrânico 120. 
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Pretendeu-se com o presente estudo complementar esses dados 
com a observação dos fragmentos das lesões neoplásicas ao 
microscópio de luz, tendo como base determinadas características 
da morfologia histológica que pudessem evidenciar características 
de malignidade ou não, nos tumores encontrados.  
O grau histológico que é um indicador importante da 
malignidade tumoral, foi avaliado tendo em conta três parâmetros: 
extensão de áreas sólidas, pleomorfismo nuclear e contagem de 
mitoses. Elston e Ellis 119 verificaram uma associação entre o grau 
histológico e o prognóstico dos pacientes, os indivíduos com lesões 
bem diferenciadas, caracterizadas por um baixo grau histológico, 
tinham um prognóstico mais favorável.  
Nesse sentido, procedeu-se à comparação dos Grupos C e D 
com o Grupo B. Na avaliação macroscópica, realizada no decurso 
do trabalho previamente efectuado, as lesões neoplásicas 
encontradas no Grupo C eram aquelas que apresentavam menores 
dimensões enquanto que as lesões encontradas no Grupo D 
mostraram ser de maior volume, não tendo sido encontrados 
tumores no Grupo A.  
No Grupo C, suplementado com azeite, o possível efeito 
benéfico previamente encontrado foi confirmado do ponto de vista 
histopatológico tendo-se verificado que estes animais 
apresentavam neoplasias com baixo índice de extensão das áreas 
sólidas, baixo pleomorfismo nuclear e inexistência de mitoses, 
havendo diferença estatística significativa quando comparados com 
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as neoplasias do Grupo B (p <0,05). No padrão arquitectónico, as 
diferenças eram também significativas, tendo sido observado um 
grande número de neoplasias com arquitectura papilar, o padrão 
associado a uma menor malignidade e consequentemente a um 
prognóstico possivelmente mais favorável 118.  
A influência protectora do azeite na prevenção da 
carcinogénese pode ter sido exercida por um ou mais dos seus 
constituintes, destacando-se: o ácido oleico, a vitamina E, e 
diferentes compostos fenólicos. Os antioxidantes, como a Vitamina 
E, e os compostos fenólicos, parecem afectar o metabolismo dos 
carcinogénios diminuindo a sua biodisponibilidade o que pode 
reduzir o dano provocado no ADN 72. Por outro lado, o ácido oleico 
parece intervir sobretudo através da inibição da síntese de 
prostaglandinas e eicosanóides, estes últimos responsáveis pelos 
processos de crescimento exacerbado, inibição da apoptose, 
angiogénese e metastização dos tumores 121. O beta-sitosterol e o 
esqualeno, igualmente presentes no azeite, são também anti-
carcinogénios e constituem um componente predominante da 
fracção não-saponificável 122-125. Estes dados confirmam os 
encontrados na pesquisa epidemiológica que evidencia uma 
associação entre o consumo de azeite e um baixo risco de cancro 
da mama 33-35, 37.  
No grupo D, suplementado com a refeição do tipo 
mediterrânico, destacam-se sobretudo a ausência de 
comedocarcinomas sendo este tipo de carcinomas aquele que se 
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caracteriza por uma maior malignidade, no que diz respeito ao 
padrão arquitectónico das neoplasias mamárias, e das diferenças 
na extensão de áreas sólidas e na contagem de mitoses, verificou-
se um menor número de animais com 20 ou mais mitoses, o que 
revela a existência de uma diferença significativa quando 
comparado o Grupo D com o Grupo B (p <0,05). Ainda assim, as 
neoplasias encontradas apresentaram um pleomorfismo nuclear 
acentuado, diferindo significativamente do Grupo B (p < 0,05). 
Esta refeição constitui-se de uma variedade mais alargada de 
alimentos igualmente típicos neste padrão alimentar, 
nomeadamente o peixe e os vegetais frescos na forma de uma 
salada.   
Os peixes de águas frias, como é o caso da sardinha, são 
especialmente ricos em ácidos gordos da série ómega 3, dos quais 
se destacam conforme referido anteriormente o EPA e o DHA. 
Larsson 66 propôs alguns mecanismos através dos quais estes 
ácidos gordos podem exercer um efeito protector da 
carcinogénese, entre os quais se salienta a sua influência nos 
processos de crescimento e diferenciação celular. 
No que diz respeito aos vegetais frescos, são uma importante 
fonte de vitaminas, minerais e fitoquímicos, constituídos por 
diversos compostos com acção antioxidante, anticarcinogénica, 
antimutagénica, entre outras. Os mecanismos mais 
frequentemente associados ao seu efeito protector incluem a 
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indução das enzimas de desintoxicação, os efeitos antioxidantes 
assim como o aprisionamento e diluição dos carcinogénios 78.  
Os resultados obtidos neste grupo de animais (Grupo D) 
podem ser justificados através das diversas controvérsias 
inerentes à composição nutricional e à biodisponibilidade dos 
constituintes potencialmente protectores dos vegetais, assim como 
ao facto de terem sido utilizados diferentes métodos de confecção 
na preparação dos alimentos. Importa igualmente referir que, este 
estudo inicia uma fase de investigação na área da nutrição pois a 
administração de uma refeição constituída por diferentes alimentos 
e como tal diferentes nutrientes que interagem entre si e com o 
organismo, é a forma encontrada de mimetizar a alimentação 
humana. Uma vez que o homem alimenta-se não através de 
alimentos isolados ou nutrientes isolados é necessário analisar de 
forma conjunta qual o seu efeito, neste caso, no cancro da mama.  
Importa ainda relacionar os resultados da avaliação 
histopatológica com alguns parâmetros avaliados no trabalho 
experimental anterior 120. Conforme se destaca no ponto 4.1. do 
presente trabalho, os animais do Grupo D foram os que ganharam 
mais peso com diferença estatisticamente significativa entre este 
Grupo e o Grupo B assim como quando comparado com o Grupo C 
(p <0,05). Estes dados merecem especial destaque na medida em 
que o ganho de peso constitui um factor de risco acrescido para o 
cancro da mama 53-54. No que diz respeito às dimensões das lesões 
tumorais, este grupo apresentou uma percentagem considerável 
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de neoplasias de grandes dimensões tal como apresentado na 
Tabela 7 do ponto 4.1., o que pode ser um factor de prognóstico 
tendo em conta que as lesões de maior volume tendem a estar 
associadas a uma probabilidade acrescida de surgirem metástases 
e menores índices de sobrevivência126.  
Os resultados do presente trabalho vieram confirmar um 
possível benefício do consumo de azeite na carcinogénese 
mamária, este efeito advém da constatação de um menor grau 
histológico das neoplasias mamárias encontradas nos animais 
suplementados com azeite que se apresentaram mais bem 
diferenciadas, estes factos são indicadores de menor malignidade e 
de melhor prognóstico.  
No que diz respeito ao grupo suplementado com a refeição 
do tipo mediterrânico, o trabalho anteriormente realizado e os 
resultados do estudo histopatológico justificam a realização de 
estudos posteriores, possivelmente de maior duração e com maior 
variedade de alimentos característicos deste padrão alimentar para 
que possa ser mais bem estudada a sua influência na 
carcinogénese. Ainda assim, parece haver um efeito benéfico uma 
vez que as neoplasias mamárias encontradas neste grupo 
apresentam contagens mitóticas igualmente inferiores às do grupo 
padrão (B).  
 
  
6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
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No presente trabalho pretendeu-se avaliar os possíveis 
benefícios de uma alimentação do tipo mediterrânico na 
carcinogénese mamária, tendo os animais sido suplementados com 
a gordura alimentar mais utilizada neste padrão de alimentação – 
o azeite, e com uma refeição característica – uma sardinhada.  
Os resultados evidenciaram um benefício significativo do azeite 
nos parâmetros histopatológicos das neoplasias mamárias. Os 
animais suplementados com azeite apresentaram neoplasias com 
menor grau histológico, indicador de melhor prognóstico quando 
comparado com o grupo padrão. Os benefícios do consumo de 
azeite podem advir da sua riqueza em ácido oleico, vitamina E e 
compostos fenólicos sendo importante ter em conta em futuros 
estudos a quantidade e qualidade consumida.  
No entanto, a refeição do tipo mediterrânico não apresentou 
resultados tão convincentes. As neoplasias encontradas nos 
animais deste grupo tinham menor extensão de áreas sólidas e 
menor contagem mitótica, no entanto apresentavam um 
pleomorfismo nuclear considerável. Estes dados corroboram as 
dificuldades em mimetizar a complexidade da alimentação humana 
num estudo experimental. Destaque-se também o facto de alguns 
alimentos incluídos nessa refeição terem sido sujeitos a um 
método de confecção culinária o que, tal como discutido no 
enquadramento exposto na Introdução, pode alterar a 
digestibilidade, biodisponibilidade e o efeito fisiológico no 
organismo.  
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A realização de estudos experimentais tem vindo a ser uma 
importante ferramenta na identificação dos alimentos e nutrientes 
que podem influenciar a carcinogénese mamária. Além da 
avaliação macroscópica dos tumores, considerou-se relevante a 
avaliação de parâmetros indicadores da malignidade tumoral e 
associados ao prognóstico como os que foram utilizados no 
presente trabalho, previamente validados por Elston & Ellis no seu 
vaso trabalho.  
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